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〔原著コ	 二基質問時測定法によるアルカリネス
ファターゼに関する研究
その 2. 電気泳動法F 酎熱性試験との関連性とその評値
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旨 
alkaline phosphatase isozymeの分君IJ辻一般的に電気泳動法が用いられている。 しかし各 
lsozymeが電気泳動上で比較的狭い範密に泳動されるため電気泳動法ののみでは明確にlRJ.!iJで
きないという標題がある。
著者辻先に p-nitrophenylphosphate (pNPP)とphenolphthaleinmonophosphate (PMP) 
の二基費を毘一反恋液中で夜崩し，それぞれの基質に対する欝素活性から pNPP/PMP比を求
めることにより alkalinephosphatase isozymeを分別する試みについて報告した。
今回はこの pNPP/PMP比を電気泳動法，謝熱性試験と比較しラその関連性と pNPPjPMP
比の評髄を試みた。その結果，pNPPjPNP比を電気泳動法とのみ比較するとおおむね 3群に
分れた。即ち①比が3.6以上を示す骨型優位群，肝(1)型存在群，窃比が 3.5を中心に比較的
狭い範囲に分散する晃子 (II)型優位群，窃比が肝 (II)優{立群よ予低い絵盤型存在群， 小腸型
存在群である。この結果に更に謝勲性試験の結果を加えると，0)は酎熱性の低い骨型憂{立群と
肝(1)型存在群に現薩に区別できる。 舎は酎熱性の高い胎盤型存在群と耐熱性が肝型と類似
しているふ腸型存在群に区別できる。これらの中で肝(1)型存在群は電気泳動上で α1・グロプ
リン位に泳動されるので他の群とは暁確に区別できる。 したがって電気泳動と pNPP/pMP比
を組合せることによ孔従来問題とされていた好(宣)型憂位群と骨型憂位群は耐熱性試験を
却えでなくても明確に区別できることが判興した。以上の結果，本法は alkalinephosphatase 
の分加にあたって電気泳動法の有力な補助診際法となる確証を得た。 
Key words: 二基質問時測定法，アルカリホスファターゼ， pNPP/PMP比，電気泳動法，
耐熱性試験
略語一覧:	AI-P: alkaline phosphatase，pNPP: p-nitropheny phosphate， 

PMP: phenolphthalein monophosphate 

の分別には一般に各種支持捧による電気泳動法が用いら
序文 れているが，各 isozymeが血清たんぱくの電気泳動に
血清 alkalinephosphatase (以下 AI-P)isozyme おける似-sグロプリンに相当する比較的狭い範囲に
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集中するために電気泳動法のみでは判加が困難とされて
いる。したがって Lフェニルアラニンおよび抱のアミ
ノ酸，尿素， EDTAなどの生学的阻害弗jによる阻害に
対する挙動1，2)， Neuraminidaseによる処理前後の電
気詠動上の易動度の棺違SL 耐熱性試験1，2)などの補助
的手段との組合せで司定されている。著者は先に p-
nitropheny1 phosphate (以下 pNPP) と phenolph-
tha1ein monophosphate (以下 PMP)の2種類の一次
発急基質を清い，同一反応液中においてそれぞれの基質
に対する Km値煎近の基質濃度で競合させることによ
り AI-Pisozymeを分別する方法を報告したベ今回
辻この方法による pNPPと PMPに対する Al-p活性
笹の比すなわち pNPP/PMP比の有舟注と信頼度の謹
認を吾的として， Mossらめによる耐熱性試験を更に加
え， pNPP/PMP比，電気泳動法， il1熱性試験の 3法を
用いて比較検討を行った。試料として AI-P高活性誼試
料および、正常活性盤試料を用いたところ，この二基質問
時測定法は AI-Pisoyymeの分別にあたって，電気泳
動法の有力な樟助診断法として箆用できるという確証を
鐸た。なお本研究の成:果として，前立膿癌の骨転移にお
ける骨型褒位 AI-Pisozymeを分別した 2症例および
胃密の肝転移例での胎盤型(耐熱性)A1-P isozymeの
出現を経験したので詞時に報告する。
実験詞料および方法 
1. 試料本研究の対象試料は日常検査室において 
Kind-King法で A1・P捻活性を挺定した試料の中
から高活性寵試料と正常活性笹試料をランダムに選別
し，それぞれの試料について電気泳動法によって AI-P 
isozymeを分別しておいたものを厚いた。コントロー
ル物質としては MONI-TまOLChemist主yControl 
(DADE)，Q-PAK-Chemistry Multi-Enzyme (Hyl-
and)を使用した。 
2. 捷用機器前報心において捷用した機器に更に 
T AIYO Thermo UnIt C・600(大洋科学工業)を加え
た。 
3. 試薬 a.pNPP/PMP比測定用試薬。文献4の
方語(3)に従って調製する。 
b.電気泳動用試薬. ZIP ZONE Phosphatase Iso-
zyme Kit，(Cat. No. 5449)の指示書に従って{乍製す
る。 
c. AI-P活註誤.IJ定用試薬. Alkaline Phosphatase 
Test opt (Boehringer Mannheim GmbH，Cat. No. 
123954)0 1)緩衝液 (1mol/l diethanolamine bu宜er， 
0.5mmol/1 MgCb).溶液 lを希釈せずにそのまま捜用
甫
する。 2)基費溶液(反応液中終濃震10mmol/lpNPP). 
瓶 2の錠剤 l掘につき1.8mlの1)の援欝液を加えプラ
スチックへらでつぶして完全に溶解する。 
4. 操作法 a. pNPP/PMP比の誤.lJ定， 文献4の方
法(3)の操作法に従って実撞する。 
b. AI-P isozyme霊気詠動法，指示書に従って実躍
する。 
c.耐熱性試験5引予め電気泳動法で確認した各種AI-P 
isozyme rich sera を血fト板疑集龍用試験管 (5x50 
mm，壁厚0.5mm以内)にそれぞれ 50μ1採取し， 56土 
0.020Cで15分および25分間加熱し直ちに冷却する (5
ポイント測定する場合は試料 250μiを使用する。但し 
250plを越えてはならない〉。熱を加えない原車講，耐
熱試験生請をそれぞれ20μL緩禽液1.0ml，基震100μ1，
湿度3rcの条件で LKB8600を使用して Al-P緯J活
性信を測定する。下式に謎って残存活註(%)を計算す
る。
残存活性%=
耐熱試験血清L1E/min(または総活性値Lx100 
原血清L1E/min(または総活性値) 
% 
100 	
。 
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Fig. 1. 	 Residual activity in % of AI-P isoz-
yme rich sera by heat stability test. 
Residual activity in each sample was 
measured by LKB reaction rate anal-
yzer. Residual activity (%) was obtai-
ned by calculating the percentage of 
residual activity against the activity 
of the original sample. Assay temper-
ature was 56:t0.020C. Open circles 
show the average % residual activity 
of 50 samples of liver-type rich serum 
at 15 and 25 minutes 
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Fig. 2. Relationship between classi五cation of AI-P isozymes by electrophoresis and 弘 
residual activity of AI-P by heat stability test. Sera wIth high AI-P activities 
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Fig. 3. Relationship between classi五cationof AI-P isozy盟 es by electrophoresis and % 
residual activity of AI-P by heat stability test.Sera with no主malactivities were 
used as samples. Closed circle: % residual activity at 15 minutes. Open circle: 
%主esidualactivity at 25 minutes. 
時間の関係を片対数グラフを用いて図示したもので，謝 
震1熱性は胎盤型が最も高く次いで小場型，月干型，骨型の
実験成績 
1. 酎妻毒性試載の時需的経過 図工は各種 isozyme 痔で低くなっている。
rich seraを試料として謝熱性試験による残存活性%と 。印は図 1の耐熱曲線から判断して15分， 25分の 2点
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言
上を示しているが謝熱性は低い骨 (II)型優イ立群と骨型
。Liver，I 
。e ・Li ，lI に比較して耐熱性の高い好(I)型存在群， pNPP/p羽Pver
4.0 。 o Q~Q~~QQ: 0 ロ 
舟今点・.j:'宅.0 ∞ _-•..， 
o m，e君、60
• p'acenをa，IV 比が 3.5を中心に狭い範囲に集中していて耐熱性では 5
• Jnをestine，V . 
-30 %の範囲に広く分布している肝(亙)型憂金群， 
~ ~.企&
~ 前近にあり比較的耐熱性の高い胎3.0比がP主pNPPjP，EAfi九、 。~3.g 
E 
Q. ~ 
Q. 
盤 (N)型存在群，pNPPjPMP比が 3.0以下で耐熱性
主 
z 
2.0 は肝型と類似している小腸 (V)聖存在群である。これ
Q. 
らの 5群のうち肝(I)型存在群は電気泳動上では，
を.。
10 20 30 40 50 
血清たんぱく電気泳動の的グロプリンf立に泳動される
Residuat activity.% ので， αzグロプリン位;こ泳重きされる肝(II)型および
骨 (II)型とは明らかに区別できる。また胎盤 (N)型Fig. 4. Relationship among elctrophoresis test， 
heat stability test，and pNPP/PMP ra- と小腸 (V)型は図 4では豆剖がつき難いが，胎盤 (N)
tio for alkaline phosphatase. Sera with 
normal and abnormal AI-P activities 
were ueed as samples and五ve types 
were classi五edby electrophoresis. Bo-
th % residual activity at 15 minutes 
by heat stability test and the pNPP/ 
PMP ratio by two substrates-in-one 
tube method were determine止 The 
plots were grouped Into五vesets acc-
ording to the reactions. 
のみを澱定すればよいと考え， 肝 richsera 50併につ
いて実験を行いその平均値をフ。ロットしたものである。
その結果は・印の肝 richseraとほぼ近似した笹を示
した。 
2. 電気泳動法と請す熱性試験の関係 図 2，図3は 
Al・P高活性僅血清と正常f直活性血清をそれぞれ電気泳
動を行い，得られた zymogramを9種類のタイプに
分類して酎熱性試験による残存活性%と比較したもので
ある。図2の豆が主成分となっている 1， 2段の15分鑑
はほぼ10-20%，25分{置は 2-10%範屈に入野，題 3で
は菌 2に比較しやや抵誼を示している。またEが主成分
となっている 5段目は図2では15分値は 2-5%に集中
し， 25分笹註殆んどが， 2私以下となり，冨 3では冨2
に比較しやや高値を示している。以上の結果は AI-P総
活性が比較的高い血清においては肝型優位であるか骨型
憂位であるかを耐熱性試験の15分笹のみでも区民できる
ことを示している。
3. pNPP/PMP比，電気泳動，耐熱性試験の関係
密4は AI-P高活性笹，正常活性鑑血清を清いて電気泳
動を行い。肝(I)型脊在群，肝 (n)型震イ立群，骨 
(II)型優位群， 拾盤 (VI)型存在群， 小腸 (V)型存
在群の 5群に分類してその分類に相当する各試料の 
pNPP/PMP比と耐熱性試験の15分の残存活性%をプロ
ットしたもので為る。図からも明かな様にフ。ロットはお
おむね 5群に分れている。 NPち pNPPjPMP比が3.6以
型は電気泳動上で辻 α2-戸グロプリン位に泳動され，
一方小揚 (V)型泣 pグロプリン位に泳動されること
から電気泳動上区別が可能である。更iこ謝熱性の面から
践めると蛤盤 (N)型は小揚 (V)に比較し耐熱牲が高
いことを特徴としている。通常，胎盤 (N)型の出現
頻度は著しく低いことから図4で出現した 3椀について
迫跡調査を行った結果，耐熱性試験で残存活性%約209も
の2伊jはいずれも胃癌の好転移倒であり，残存活性%40
%以上を示した也の 1-f売は妊産婦であった。 
4. 臨来痘傍表 1は今回の研究において遭遇した骨
型 AI-Pisozyme優位と判断された2痘侭の病窪，診
断，主な臨床化学検査，電気泳動法，pNPPjPMP比，
酎熱性試験の結果の概略である。電気泳動法の結果は 
case 1では骨 (II)型優位， case 2では肝〈五〉型優
位を示しているが， pNPP/PMP詑と耐熱性試験の結
果は両症例とも骨(亙)型擾位を示すデータである。そ
の後のき青密検査の結果，再症例とも前立麓癌の骨転移で
あることが特明した。以上の結果からも明かな議に肝
(宜〉型と骨 (II)型の区別は電気詠動法のみでは不十
分であることを示している。
考 察 
alkaline phosphatase isozymeの分別において従来
から肝 (II)型と骨 (II)型の区別が最も困難とされ
ている。その理串は殆んどの支持体電気泳動法におい
て肝 (n)型と骨 (II)型ががオーパーラップし，化学
的阻害斉IHこ対する挙動も類叡していることによる。比較
的有用性の高い補助的手法は謝熱性試験であると考え
られているが操作が填雑であるという欠点を有する。
註 OSS5)および Whitbyらのは謝熱性試験においては i震
度が重要であることを指摘し， 56:1:0.010Cに議密にコ
ントロールして 5分関隠で謝熱性試験を行いそれぞれの
時間におぜる AI-P残存活性%から各種試料の活'珪減 
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Table 1. 	 Data from two patients whose sera contained bone-type AI-P isozyme predominantly. 
The outlines of patient's history，diagnosis，blood chemistry，electrophoresis test， 
pNPP/PMP ratio and heat stability test are shown. 
Case 1 75歳男性
病歴 岳覚症状なく健診のため来院， ALPのみ高値
のため Isozyme検査および着密検査 

診断:前立脹癌の骨転移 

検査結果: 
  
53.11-30 12-9 Normal V. 
GOT 27 20 8-40 
GPT 10 13 5-35 
LDH 120 153 く 195 
ALP 82 98 2.7-10 
LAP 44 62 25-4l 
ACP 4.1 0.13-0.68 
AI-P Isozyme EP II<ill 
p-NPP/pMP 
Pt. Serum 4.25 
Control 1 0.94 CMulti Enzyme C) 
Control 2 2.5 (Moni Trol豆) 
Heat stability 
56土0.020C 15min 残存% 2.8% 
Case 2 78歳男性
病歴 下肢部，胸部の痛みが移動することを主訴とし
て来続，検査のため入院，前立麗癌と特明，転科
診新:前立操癌の骨転移
検査結果: 
54.4-6 	 4-17 4-27 Normal V. 
GOT 43 62 77 8-40 
GPT 5 18 9 5-35 
LDH 352 389 573 <195 
ALP 46 53 57 2.7-10 
LAP 54 54 59 25-41 
ACP 3.7 0.13-0.68 
AI-P Isozyme EP 豆>ill 
p-NPP/P乱1P 
Pt. Serum 4.17 
Control 1 0.9 (Mu1ti Enzyme C) 
Contro12 2.67 (Moni Trol rr) 
Heat stability 
56:t0.020C 15min 残存% 4.4% 
衰曲線を作製した。その結果，試料の耐熱性に応じて議
衰畠線は異孔特にE干型優位試料と骨型憂位試料の存在
比率をそれぞれの15分檀と25分誼から求めることができ
ると述べている。
著者もその追試を試みたが， Whitbyらの用いた恒温
措は入手できなかったことから圏産の TAIYO Thermo 
Unit (精密恒温槽)を夜用し温度は議密に 56土0.020C
にコントロールした。この温度条件で各蓮 AI-Pisoz-
yme rich seraの減衰曲線を求めたところ Mossおよ
び Whitbyらの結果と一致がみられた(函 1)。したが
って56:tO.020Cにおける15分{怠 25分植と毒気泳動法
による分類結果を詑較換討したところ，月干型憂位試料と
骨型優位試料の区別に誌15分置と25分植のいずれの結果
を用いても可龍であることが判明した。実験成績2. で
も述べたが，肝型霊位試料と骨型憂{立試料の残存活性%
が AI-P高活性値試料と正常活性僅試料の間で多少差異
を生じたことの理出については， Whitakerら7)の実験
でも示されている様に高活性誼試料と正常活性値試料の
詞で優位に存在する isozymeの存在比率が異なること
によると考えられる。
以上の結果を基にして電気泳動法，謝熱性試験， 
pNPP/PMP比の 3法を同一試料について比較検討した
が，耐熱性試験の条件は56:t0.020C，15分値とした。そ
の理由は残存活性%を rate analyzerを使用して測定 
する場合に骨型憂{立試料の25分僅の残存活性が著しく低
下し25分の残存活性%の信頼度が乏しくなるからでまう
る。この実験結果から各方法別にその特徴を列記する
と，電気泳動法では AI-Pは車清たんぱく電気泳動の 
m-sグロプリンの簡に易動度を有し， α1 グロプリン
イ立に易動度を有する君子(1)型存在群と Fグロプラン
位に易動度を有するふ腸 (v)型存在群は電気泳動上鑑
民は可能で為るが，肝 (II)型〈α2グロプリンイ立)，骨 
(il)型 (α2-戸グロプリン位)，胎盤 (IV)型 (α 2-s
グロプヲン位)は互いにオーパ}ラップすることから電
気持く動法のみでは区別し難い。耐熱性試験では耐熱性の
著しく低い骨 (il)型と耐熱性の著しく高い胎盤 (IV)
型は他のの 3群と区足立は可龍であるが，肝 (1)型，月千
(豆)型，小腸 (v)型は耐熱性の上で類{反しているこ
とから区別し難い。 
pNPP/PMP比では肝〔豆)型優位群誌上とが 3.5を中
心に狭い範囲に集中し，胎盤 (IV)型は比が2.5--3.0の
同様に詑較的狭い範習に存在することから区別は可龍で
あるが，肝(1)型と骨 (il)型は比がともに 3.6以上
を示し比のみでは両者の区別はし難い。また小腸 (v)
型は微量存在する場合は胎盤 (IV)型と区別し難いが，
存在量が10%を越えると比が著しく抵下して分別が可能
となる(文献4，国 5参照〕。
これらの結果を総括すると電気泳動法と pNPP/PMP 
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比を組合せて実躍した場合には提来電気泳動法で豆却が
菌難であった肝(豆)型と骨 (il)型は比の桔違によ
ヲ明らかに豆別ができ，肝(1)型と骨 (il)型は比
のみでは区別できないが霊気詠動上明らかに区別ができ
る。また蛤盤 (W)型は電気泳動上では骨 (il)型と区
別し難いが，比の相違により区別が可能となる。小腸 
(V)聖は電気泳動法のみでも比較的鑑別が可能である
が，比と組合せることにより確認が更に容易となる。以
上のことから二基賞測定法による pNPP/PMP比は電
気泳動法と組合せて使用することにより従来最も困難で
あった肝 (ll)型と骨 (il)型の区別が耐熱試験を実施
しなくても行えることが判明し，電気泳動法の有力な檎
助診断法となる確証が得られた。また謝熱試験を更に加
えれば確認の助けとなるであろう。
本研究の成果として AI-P高活性笹を示した 2症例か
ら電気泳動法と pNPP/PMP比の組合せにより骨型 
AI-P isozymeが復位であることを指摘したところ精密
検査の結果，前立隷癌の骨転移と診断されたことは本法
の有用性を更に高める結果となった。
稿を終るにあたり調指導，御技憶を賜った千葉大学匿
学部降矢震教授，終始多大の調I後援を頂いた三井記念病
院中央検査部長清頭間博士に享く御礼申し上げます。
本研究の一部厚生省ガン研究助成金 (55-27) により
行われた，その内容の概略は昭和54年第四回臨床化学シ
ンポジウムに発表した。本論文は学位審査論文である。 
SUMMARY 
Electrophbresis is currently used for the sepa-
ration of alkaline phosphatase (AI-P) isozymes， 
but they are not clearly separable because of 
the small distances of electrophretic migration. 
1n our previous report，the author described a 
two substrates-in-one tube method in which p-
nitrophenyl phosphate (pNPP) and phenolphtha-
lein monophosphate (PMP) are used in one reac司 
tion mixture for a separate estimation of AI-P 
isozymes. 1n this study，an attempt was made 
to evaluate the pNPP/Pl¥在Pratio in comparison 
with electrophoretic separation and heat stabili-
ty test. 
When the pNPP/PMP ratio was correlated 
with the electrophoretic study，sera containing 
AI-P isozymes were divided into the following 
three groups: 1) bone-type predominant speci-
mens and liver-type 1 existing specimens in 
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which the pNPP/P五在Pratia is higher than 3.6; 
2) liver-type I predominant specimens in which 
this ratio is in a close 主angearound 3.5; 3) 
intestine-type existing specimens and placenta-
type existing specimens in which the pNPP/PMP 
ratio falls below that of the liver-type n pre-
dominant specimens. 
When heat stability test was incorporated 
and the data assessed，group (1) was further 
divided into the bone-type predominant speci-
羽 enswhich have a lower heat stability and the 
other liver桐 type 1 existing specimens which 
have a higher heat stability. Similarly，group 
(3) was divided into the placenta-type existing 
specimens which have a higher heat stabi1ity 
and the intestine-type existing specimens which 
have a heat stability similar to that of the liver-
type亘. Among these types，liver-type 1 could 
be clearly separated from the others becauce of 
its di笠erentmigration (in the position of alpha-
1-g10bulin) on electrophoresis. 1t was thus de-
monstrated that liver帽 typeI and bone-type can 
be clearly distinguished by the pNPP/PMP ratio 
combined with electrophoresis without heat 
stability test. The present method will be a 
useful adjunct to the electrophoresis test in the 
determination of AI-P isozymes. 
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